Técnica para a colagem dos cortes antes da coloração no método de inclusão em celoidina. Adaptação e modificação do processo de Land by Sousa, Luís de Oliveira Mendes da Costa e & Rezende, António Viana G. da Silva
Técnica para a colagem dos cortes antes da 
coloração no métedo de inclusão em celoidina'1'
Adaptação e modificação do processo de Land
por
LUÍS DE O. MENDES DA COSTA E SOUSA
Professor extraordinário do instituto Superior de Agronomia 
e
ANTÓNIO VIANA G. DA SILVA REZENDE
Aluno do 4.° ano do Curso de Engenheiro Agrónomo
No Laboratório de Ampelografia e Viticultura do I. S. A., o se­
gundo dos autores está procedendo à realização dum trabalho em que 
se pretende estudar o modo de formação do calo cicatricial em enxertos 
de videira, e ao mesmo tempo se tenta apreciar histològicamente o maior 
ou menor grau de afinidade entre garfo e cavalo. As enxertias foram 
feitas com garfo e cavalo atempados.
Como processo de inclusão estava indicado, pela natureza do mate­
rial, o da inclusão em celoidina. Ao empregar-se, porém, a técnica 
usualmente seguida neste método para a preparação das lâminas, e que 
consiste em corar os cortes soltos, só fazendo a sua colocação na lâmina 
na altura da montagem, as secções microtómicas raríssimamente apre­
sentavam intacto o tecido cicatricial neoformado — sobretudo nas pre­
parações obtidas a partir das primeiras colheitas. Com a passagem dos 
cortes pelas séries desidratante, dissolvente e de montagem, os tecidos 
novos, muito melindrosos, eram desorganizados, não sendo possível obter 
deles lâminas em condições de permitir uma boa interpretação.
O Comunicação à 3.a Secção — Botânica — do I Congresso Nacional 
de Ciências Agrárias, Lisboa, 1943, com alterações à forma primitiva de redac- 
çao. A tradução do sumário para inglês deve-se ao Prof. Carvalho Araújo> 
a quem os autores desejam testemunhar os seus agradecimentos.
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Esta contrariedade só poderia evitar-se colando os cortes às lâmi­
nas após o seccionamento. A técnica seguida constitui o objecto da pre­
sente comunicação. No que tem de novo, ela é bastante modesta. Hesi­
támos, mesmo, em divulgá-la. Estamos, porém, convencidos de que po­
derá ser útil a sua apresentação, sobretudo àqueles que amanhã vierem 
a encontraT-se nas dificuldades que se nos depararam. Acresce, ainda, 
que as referências a que recorremos se encontram dispersas, não fazendo 
parte duma técnica própria. A Teunião dessas referências seria, só por 
si, vantajosa.
Começámos por utilizar o processo que chegou aos nossos aponta­
mentos com a designação de «processo de Mayer» e cuja fonte original 
não conseguimos descobrir:
«Sobre a lâmina espalham-se umas gotas de goma arábica diluída 
a 1 % e em seguida uma solução de bicromato de potássio a 1 %. 
Colocam-se os cortes sobre a lâmina assim preparada, esgotando-se com 
um pouco de papel de filtro o líquido em excesso. Seca-se à lâmpada 
para que o calor torne a goma insolúvel na água. Segue-se a coloração 
e a montagem».
Não foi eficaz a aplicação desta técnica: Após a passagem das 
lâminas pela chama, os cortes apresentavam-se empolados e, ou na des­
cida da série dos álcoois, quando da coloração, ou na subida, quando 
da montagem, todos eles se soltavam das lâminas.
Admitindo que o empolamento dos cortes fosse devido à desseca­
ção rápida destes, resolvemos colocar as lâminas com as secções micro- 
tómicas num meio em que a desidratação se fizesse lentamente, espe­
rando que, assim, os cortes ficariam completamente aderentes às lâmi­
nas. Como substância desidratante usámos o óxido de cálcio. Em cima 
duma placa de vidro, pôs-se um suporte com as lâminas e, junto deste, 
uma cápsula contendo o óxido de cálcio; sobre eles inverteu-se uma 
campânula com a secção da abertura, esmerilada. Os resultados foram 
bastante animadores. Depois de secos, os cortes ficavam perfeitamente 
colados e, feita a coloração, muitos deles mantinham-se aderentes até 
à montagem.
Todavia, as preparações assim obtidas mostravam uma coloração 
castanho-avermelhada, que era de estranhar em virtude dos corantes 
empregados na coloração — a safranina e a hematoxilina de Delafield 
(substituída umas vezes pela hematoxilina de Heidenhain e outras pela 
hemateyna de Mayer). Não era fácil precisar a causa desta coloração 
imprópria, mas admitimos que a desidratação pelo óxido de cálcio, rea­
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lizada num espaço confinado, fosse demasiadamente enérgica e que em 
consequência disso as membranas celulares não corassem conveniente­
mente.
Experimentámos, também, o cloreto de cálcio anidro pulverizado, 
mas sem vantagem relativamente ao óxido de cálcio.
Os cortes colados com o auxílio de qualquer destas duas substân­
cias apresentavam, após a montagem, grande quantidade de celoidina 
por dissolver, demoradas que fossem as passagens pelo álcool absoluto 
e pela mistura álcool absoluto-éter, e a coloração ficava sempre man­
chada, não sendo possível um bom estudo microscópico (Fig. 1).
Este facto levou-nos a supor que, ou o bicromato de potássio ou a 
substância usada na desidratação — o óxido de cálcio ou o cloreto de 
cálcio — determinassem a insolubilização da celoidina. Ocorria, por 
isso, experimentar duas variantes de técnica: uma em que se suprimisse 
o bicromato de potássio e outra em que fosse substituído o meio desi- 
dratante.
Para o ensaio desta última variante recorremos às indicações dadas 
por Chamberlain a páginas 114 do seu trabalho Methods in Plant His- 
tology, àcerca da «cola fixadora de Land» (1).
Embora a técnica do Dr. Land tenha sido proposta para material 
incluído em parafina, sabíamos que Vieira Natividade a aplicara, com 
êxito, no método de inclusão em celoidina (2).
Na parte que interessa à adaptação, a técnica de Land é fundamen­
talmente idêntica àquela que atrás atribuímos a Mayer, apenas dife­
rindo desta por expôr os cortes à luz solar.
Subordinando os novos ensaios às considerações que acabamos de 
fazer, procedemos do seguinte modo:
Os cortes, praticados em material do mesmo complexo garfo/cavalo 
e da mesma colheita, foram separados em três séries: Série I, Série II 
e Série III.
Na Série I, os cortes foram colocados em lâminas tratadas pelas 
soluções de goma arábica a 1 % e de bicromato de potássio a 1 %. A 
Série II era constituída pelos cortes colados a lâminas sobre as quais 
se tinha espalhado apenas a solução de goma arábica. Finalmente a 
Série III incluia as lâminas em que a colocação dos cortes tinha sido 
precedida unicamente pelo tratamento com o bicromato de potássio. 
Nesta última série, já de antemão calculávamos que os cortes só casual­
mente ficariam presos às lâminas, poT não constituir este sal uma subs­
tância coladora. Contudo, esta série auxiliar-nos-ia na interpretação dos 
resultados finais.
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Em cada uma destas três séries, as lâminas foram divididas em 
dois grupos, A e B; as do primeiro expuseram-se ao ar, à sombra, e 
as do segundo colocaram-se debaixo duma campânula com cloreto de 
cálcio anidro pulverizado, também à sombra.
Decorridas 24 horas, procedeu-se à coloração e montagem do mate­
rial. Verificou-se a seguinte percentagem de cortes colados:
Série I — Tratamento das lâminas com bicromato de potássio
e goma arábica:
Grupo A — Secagem ao ar ..................................... 20 %
Grupo B — Secagem pelo cloreto de cálcio ....... 8 %
Série II — Tratamento das lâminas com goma arábica:
Grupo A — Secagem ao ar ..................................... 98 %
Grupo B — Secagem pelo cloreto de cálcio..........  47 %
Série III — Tratamento das lâminas com bicromato de potássio:
Grupo A — Secagem ao ar ..................................... 0 %
Grupo B — Secagem pelo cloreto de cálcio.......... 0 %
Na Série III não se aproveitou corte algum, confirmando-se a 
nossa suposição. Em qualquer dos dois grupos desta série, as secções 
microtómicas apresentavam-se, após a preparação para a montagem, 
completamente encarquilhadas e soltas; a celoidina, insolubilizada, ti­
nha tomado uma coloração arroxeada. Já nas lâminas da Série II, tra­
tadas apenas pela goma arábica, além de haver maior percentagem 
de cortes colados, a celoidina tinha sido quase completamente arrastada 
pelo álcool absoluto; as preparações apresentavam-se limpas, permi­
tindo observar convenientemente os tecidos de estrutura mais delicada.
Estes ensaios foram repetidos, confirmando-se sensivelmente os 
resultados. Resumindo-os, verifica-se que:
1) O emprego do bicromato de potássio juntamente com o 
da goma arábica, não facilitou a acção desta: pelo con­
trário, a colagem dos cortes foi prejudicada.
2) O bicromato de potássio diminuiu a solubilidade da celoi­
dina no álcool absoluto e na mistura álcool absoluto-éter, 
impedindo a obtenção de lâminas que permitissem boa 
observação microscópica.
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3) Com o emprego exclusivo da solução de goma arábica, 
conseguiu-se melhor colagem dos cortes, e estes, depois 
da coloração e montagem, ofereciam melhores condições 
de interpretação microscópica.
4) A desidratação ao ar deu uma percentagem de cortes cola­
dos maior do que a realizada pelo cloreto de cálcio.
De harmonia com estes resultados, suprimimos o uso do bicromato 
de potássio, e a secagem dos cortes passou a fazer-se directamente ao 
ar. A técnica em que nos fixámos consiste, portanto, numa simplifica­
ção do método de Land e pode ser assim resumida:
Sobre a lâmina espalham-se umas gotas de goma arábica a 1 % 
e quando esta estiver ligeiramente enxuta colocam-se os cortes que pre­
tendemos colar. Deixa-se enxugar a preparação ao ar e à sombra e, 
depois de completamente seca, procede-se à coloração e montagem.
A Fig. 2 mostra uma preparação feita segundo esta técnica.
SUMMARY
For the anatomic study of the union stock-scion in grafted vines, since 
the formation of the callus till the end of the growing period, the material was 
included in celloidin.
However, following the routine of this method, the staining of the sections 
before they were fixed on the slides seldom gave good preparations showing 
new formed cicatricial tissue intact.
To avoid this inconvenience the sections were fixed on the slides as soon 
as they were cut, following a modified technique of Laind’s method which proved 
satisfactorily.
The technique is as follows: the slide is smeared with a 1 per cent solution 
of gum arabic and when it begins to dry the sections are fixed on it. The pre- 
paration is left on the bench and after it is completely dry staining and moun- 
ting follow in the usual way.
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